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1.2.2.3. Regulation of de novo lipogenesis (DNL) 1.2.2.3.1. Nuclear transcription factors 1.2.2.3.1.1. SREBP Sterol regulatory element‐binding proteins (SREBPs) are a family of helix‐loop‐helix leucine zipper transcription factors. SREBPs regulate genes involved in fatty acids, cholesterol biosynthesis and adipocyte differentiation(20, 111‐113).  Three isoforms of SREBPs have been identified: SREBP‐1a and ‐1c and ‐2. SREBP‐1a and ‐1c are encoded by a single gene, generated through alternative splicing, and only differ in the first exon(20, 113, 114). SREBP‐1a and ‐1c promote lipogenesis by upregulating genes involved in fatty acid synthesis such as ACC, FAS and SCD‐1 (115). SREBP‐1a is the predominant expression form in cultured cells 
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Figure 1.2‐9. Activation of ATGL and HSL Figure is from (3). ATGL, adipose triglyceride lipase; ABHD5, α/β‐hydrolase domain‐containing protein 5; GC, guanylyl cyclase; HSL, hormone‐sensitive lipase; MGL, monoacylglycerol lipase; NEFA, nonesterified fatty acid; NPR‐A, natriuretic peptide receptor‐A;   MGL is required for the last step of TAG hydrolysis. MGL hydrolyzes the 1or 2‐ monoacylglycerols with the same specificity, but has no activity on TAG, DAG or cholesteryl esters hydrolysis(236). Concomitant enhancement of ATGL, HSL and MGL activities is necessary for full hydrolysis of TAG and release of NEFAs and glycerol.  1.2.4.1.2. Regulation of lipolysis Fasting stimulates lipolysis in adipose tissue to release NEFAs and provide fuel that can be oxidized to generate energy in other metabolic tissues. The most potent lipolysis activator is catecholamines. Catecholamines bind with β‐AR (β‐adrenergic receptors) in adipocytes, which are coupled to the G‐α subunit of the Gs protein. The activated Gs protein stimulates adenylyl cyclase to produce cAMP, and activate PKA. 
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Body Weight (g)  25.6  ±  0.74  25.9  ±  0.99 Adiposity (%)  4.3  ±  0.62  5.4  ±  0.45 Adipocyte diameter (mM)  44. 1 ± 13.6  48.6 ± 14.5 Fasting  Glucose (mg/dl)  109  ±  8  114  ±  9 Total Cholesterol  (mg/dl)  110.1  ±  16.7  113.6  ±  7.6 Triglycerides  78.61 ±  20.52  69.43 ±  6.02   GC‐MS analysis of adipose tissue revealed significant differences in the fatty acid profiles of these mice (Table 2.4‐2).  We observed an accumulation of C20 and C22 fatty acids in adipose tissue, but not C24 or C26.  These results are largely consistent with those observed in neural tissues of D2 deficient mice (332) and suggest that although D2 is a target of SREBP‐1a/c and upregulated during adipogenesis, it is not essential to adipogenesis or lipid accumulation in mice maintained on standard rodent chow.    
65  
Table 2.3‐2 Fatty acid profile in adipose tissue of wild‐type and D2‐/‐ mice 
Fatty Acid Wild Type D2-/- 
C16:0 0.1347 ± 0.0196 0.1271 ± 0.0183 
C16:1 0.0297 ± 0.0015 0.0226 ± 0.0055 
C18:0 0.0192 ± 0.0037 0.0224 ± 0.0023 
C18:1 0.1594 ± 0.0255 0.1780 ± 0.0128 
C18:2 0.2293 ± 0.0285 0.2329 ± 0.0185 
18:3, n-6 0.0034 ± 0.0008 0.0038 ± 0.0010 
18:3, n-3 0.0193 ± 0.0026 0.0147 ± 0.0030 
C20:0 0.0021 ± 0.0008 0.0033 ± 0.0005 * 
C20:1 0.0027 ± 0.0024 0.0118 ± 0.0011 * 











  D10001 (AIN‐76‐A)  Erucic Enriched D10001   gm%  kcal%  gm%  kcal% Protein  20.3  20.8  19.3  18.7 Carbohydrate  66  67.7  62  59.7 Fat  5  11.5  9.5  21.6  
Table 2.3‐4 Fatty acid profile of erucic acid enriched diet 
Fatty Acid D10001 (AIN-76-A) Erucic Enriched D10001 
 
% by label % by GC 
16:0 11.1 4.2 
18:0 2.0 0.7 
18:1 25.2 12.7 
18:2 60.7 22.1 





























glucose tolerance test, mice were intraperitoneally injected with sterilized 20% glucose 
solution (10 µl/ gram of body weight), blood glucose levels were measured prior to and 
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• Primers are stored at stock concentration of 100μM and working concentration of 2.5μM at ‐20°C.   7.1.3.2.2. Reverse Trasncriptation 
• Isolated RNA is also unstable and must be stored at ‐80°C in RNAse free water or as a precipitate in 70% ethanol; freeze thaw cycles should be kept to a minimum.  In order to analyze levels of mRNAs in samples, we first convert (reverse transcribe) them to cDNAs since these are much more stable.  The following is an example using iScript cDNA Synthesis Kit.  Once synthesized, cDNAs should be stored at ‐20°C. 
 







































































































































































































Folch, J., M. Lees, et al. (1957). "A simple method for the isolation and purification of 



































• DNA was purified using DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA) following manufacture’s instruction   7.1.6.1.2. PCR amplification of DNA Components  Volume  (1 Reaction) 10 x Thermo Buffer  2 µl 10 mM dNTPs  0.5 µl GC rich   4 µl Primer D2 WT   1 µl Primer D2 Common  1 µl Primer D2 KO  1 µl Taq polymerase  0.3 µl ddH2O  10.2 µl Total volume  20 µl 
 
Reaction Protocol 
Cycle Protocol  Temp  Time 1X  20  5:00 1X  95  4:00 
136  
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